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Регулацията на тромбоцитопоезата е сложен и 
комплексен процес,в който участвуват около 20 
фактора,които действуват едновременно или 
последователно, директно или индиректно, като 
стимулират или потискат тромбоцитопоезата.
С понятието ,плазмена ТПА“ се означава сумарния 
ефект от въздействието на стимулиращи и потискащи 
тромбоцитопоезата фактори.
Тромбоцитопоетинът е един от основните регулатори 
на тромбоцитопоезата и се синтезира главно в 
бъбреците. Ефектът му се осъществява на различни 
регулаторни нива. Въпреки наличието и на други 
фактори, стимулиращи тромбоцитопоезата,
тромбоцитопоетинът е този, който осигурява 
възстановяването на тромбоцитния брой при остро 
възникване на тромбопения.Този негов ефект не се 
осъществява нито от ИЛ-6, нито от другите 
фактори,повлияващи тромбоцитопоезата (McDonald- 
1991).
При ХБН тромбоцитопоезата се осъществява в 
твърде неблагоприятни условия: променена хомеостаза; 
натрупване на вещества с инхибиторен ефект върху 
хемопоезата;повишени плазмени нива на трите най- 
важни "негативни" регулатори на тромбоцитопоезата- 
TGF-beta, TNF-alpha тромбоцитен фактор-4;нарушения в 
имунната система с намаляване на Т-хелперите,които в 
присъствие на останалите растежно-стимулиращи 
фактори, стимулират тромбоцитопоезата (Flaagveber et 
al.1991;Delwiche et al.-1986;Anderson et al.-i991;Bohler et 
al.1993; Pereira and Pinarello-1993;Liani et al.- 
1993;Tielemans1993;Pertosa et al-1993).
Данните за плазмената ТПА при ХБН са оскъдни, в 
известна степен противоречиви  ^ се основават на 
изследвания върху твърде малък брой болни (Nenov et 
al.-1984;Dimitrov et al.-1985).
В научната литература са описани противоречиви 
данни относно ефекта на Еро върху тромбоцитопоезата 
- от липса на промени и потискане, до изразено 
стимулиране, включително и при пациенти с ХБН на ХД.
2Съществуват редица неизяснени въпроси относно 
тромбоцитопоезата и регулацията й при ХБН:
1. Поради липсата на системно и задълбочено 
изследване на плазмената ТПА при достатъчно голям 
брой болни, както и поради противоречивите 
резултати,не могат да се направят заключения за 
плазмената ТПА при ХБН и за влиянието на 
хемодиализната процедура върху нивото й.
2. Липсват проучвания,с които да се изследва 
очистването
на вещества с негативен ефект върху 
тромбоцитопоезата от плазмата на уремиците чрез ХД 
с различни диализни мембрани.Не е изследван in vivo 
ефектът на тези вещества върху тромбоцитопоезата.
3. Не е изследвана плазмената ТПА при лекуваните с 
Еро повече от 200 000 пациенти с терминална ХБН на 
ХД, въпреки литературните данни за влиянието му върху 
тромбоцитопоезата.
4. Не е изследван и сравнен ефектът на Еро върху 
нормална и потисната от диализабилни вещества 
тромбоцитопоеза.
Нерешените проблеми, относно тромбоцитопоезата и 
регулацията й в условията на ХБН, безспорно 
представляват теоретичен интерес. Тяхното изясняване 
несъмнено би имало значение и за клиничната практика
3II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ НА ПРОУЧВАНЕТО
ЦЕЛ
ДА ПРОУЧИМ НАРУШЕНИЯТА НА ПЛАЗМЕНАТА 
ТРОМБОЦИТОПОЕТИНОВА АКТИВНОСТ ПРИ 
БОЛНИ С ХБН С ОГЛЕД ВЪЗМОЖНОСТИТЕ ЗА 
КОРИГИРАНЕТО ИМ.
За реализирането на тази цел си поставихме следните 
конкретни ЗАДАЧИ:
1. Да определим нивото на плазмената 
тромбоцитопоетинова активност при болни с ХБН и да 
проучим връзката й с :
а) Степента на ХБН
б) Основното заболяване, довело до ХБН
в) Някои ехографски данни за бъбреците, отразяващи 
големината на бъбречния паренхим
2. Да проучим влиянието на хемодиализната процедура 
върху плазмената тромбоцитопоетинова активност.
3. Да проверим хипотезата за отстраняване чрез 
хемодиализа на уремични вещества с негативен ефект 
върху тромбоцитопоезата от плазмата на болни с 
терминална ХБН
а) Да проверим преминаването на такива вещества в 
отработения хемодиализен разтвор като изследваме 
влиянието му върху тромбоцитопоезата на опитни животни 
в експериментален модел in vivo.
б) Да сравним възможностите на различни диализни 
мембрани за очистване на тези вещества.
4. Да преценим ефекта от приложението на 
рекомбинантен човешки еритропоетин:
а) Върху плазмената тромбоцитопоетинова активност на 
болни с терминална ХБН на ХД, лекувани с рекомбинантен 
човешки еритропоетин.
б) Върху потисната от уремични диализабилни вещества 
тромбоцитопоеза на опитни животни in vivo.
4III.СОБСТВЕНИ ПРОУЧВАНИЯ
1.ОБЕКТ НА ПРОУЧВАНИЯТА И МЕТОДИ НА 
ИЗСЛЕДВАНЕ
1.1.ОБЕКТ НА КЛИНИЧНИТЕ ПРОУЧВАНИЯ
Обект на клиничните проучвания са 41 клинично 
здрави лица и 90 болни с ХБН, представени на фиг.1.
Разпределението на изследваните лица по пол и възраст 
е представено в табл. 1. Разпределението на 
изследваните болни в зависимост от основното 
заболяване,довело до ХБН е представено на табл.2.
1.1.1. Клинично здрави лица
Десет от тях са клинично здрави доброволци,а 31- 
клинично здрави кръводарители.Всички са с нормално 
кръвно налягане и хемоглобин, хематокрит, тромбоцити, 
урея, креатинин, Калий. Натрий, глюкоза и общ белтък в 
референтните граници.На десетте здрави доброволци е 
проведено ехографско изследване на бъбреците.
1.1.2. Болни с ХБН
Всички пациенти са лекувани консервативно в 
клиниката по Нефрология и лД :14 - с първа степен
ХБН,9 -с втора степен ХБН,11 - с трета и четвърта степен 
ХБН.










41 25 16 20-59
Болни с ХБН, 
лекувани 
консервативно
34 22 12 25-77
Болни с ХБН на 
ХД
40 26 14 16-64
Болни с ХБН на 
ХД, лекувани с 
rHuEpo
16 8 8 22-58
Табл. 2. Разпределение на изследваните болни в зависимост













10 13 6 4 - 1
Болни с 
ХБН на ХД 22 13 2 2 1
Болни с 
ХБН на ХД, 
лекувани с 
rHuEpo
11 4 - - 1
6Продължителността на хемодиализното лечение на 
болните с терминална ХБН към момента на изслед­
ването беше от 2 месеца до 12 години:10 пациенти-по- 
малко от 1 година,11 пациенти-от 1 до 3 години,8 
пациенти-от 3 до 5 години и 11 пациенти-над 5 години.
Приложението на Еро при болните с терминална ХБН 
е започнато 6 месеца (при 10 болни) и 12 месеца (при 6 
болни) преди изследването на плазмената ТПА. В 
групата не са включени пациенти под 16 годишна 
възраст,с ЖДА- или В-12-дефицитна анемия и с 
неконтролируема хипертония. Кръвта за изследване при 
лекуваните с Еро болни се вземаше преди и след ХД 
само при първа употреба на диализаторите.
1.2.МЕТОДИ
1.2.1.Определяне на плазмената ТПА
Плазмената ТПА беше определяна по два метода, 
които по същество са биологични in vivo методи. 
Изследваната плазма се пренася в животни реципиенти 
(мъжки мишки порода Swis) и за ТПА се съди по 
промените,които настъпват в тромбоцитопоезата на 
животните-реципиенти.
а)Определяне % включен 75-Se-M в новообра­
зуваните тромбоцити на реципиенти-мишки.75-Бе-М се 
включва в белтъчната компонента на тромбоцитите 
(Awwad et al.-1967).Ние използвахме метода на Penington 
(1970),модификация на Негрев и Ганчев (1985). Изслед­
ваната плазма се инжектираше на животните- 
реципиенти подкожно в два последователни дни.След 
втората апликация се инжектираше 75-Se-M по 7,4x104 
Бекерела (2 микрокюри),като от същия разтвор се 
отделяше и "стандарт". На 72-я час се радиометрираха 
кръв от животните и "стандартния" разтвор и се 
отчиташе % включен 75-Se-M в новообразуваните 
тромбоцити по формулата:
импулси в пробата V на кръвта на 
---------------------------  х грам маса х теглото х 100
импулси в стандарта
772-часовото включване на изотопа съвпада с 
матурационното време на МКЦ на използвуваните 
животни, поради което ние предпочетохме 
модификацията на Негрев и Ганчев (1985) пред 
оригиналния метод на Penington (1970),при който се 
определя 24-часовото включване на изотопа. Преди 
радиометрирането на кръвта под микроскоп 
контролирахме седимента, за да сме сигурни, че 
съдържа само тромбоцити, т.е. че определяме 
включването на 75-Se-M в новообразуваните 
тромбоцити.
б)Определяне броя на тромбоцитите на 
реципиентите под влияние на плазма от изследваните 
лица.
Изследването се извършваше паралелно с 
определянето на % включен 75-Se-M.За целта се 
прилагаше фазово-контрастния камерен метод на 
Лисичков (Лисичков-1987).
1.2.2. Определяне на спонтанното включване на 
75-Se-M в новообразуваните тромбоцити и 
спонтанния общ брой на тромбоцитите на 
реципиентите.
Двата показателя бяха определяни при експе­
риментални животни, третирани с изотоничен 
електролитен разтвор. Резултатите са представени като 
„рамки“ на фигурите.
1.2.3. Рутинни изследвания при клинично 
здравите и болните с ХБН.
Изследваните показатели и методите на изследване 
са представени в табл.З.
1.2.4. Ехографски изследвания.
При проведеното ехографско изследване бяха 
определяни средния надлъжен размер на бъбреците и 
вида на увреждането.При определянето на средния 
надлъжен размер на бъбреците, резултатите бяха 
стандартизирани в зависимост от пола, възрастта, 
ръста и теглото по номограма за референтната долна 
граница на средния надлъжен размер,изведена на 
базата на изследване при 1000 здрави лица 
(Сапунджиев-1990).
1.2.5. ХД като метод на лечение на ХБН.
кПри всички болни беше провеждана ацетатна 
диализа с капилярен тип диализатори с купрофанова 
мембрана,които се прилагаха двукратно.Само при една 
от болните,лекувани с Еро, се прилагаха диализатори с 
целулозо-ацетатна мембрана.Водата използвувана за 
приготвяне на диализния разтвор беше подлагана на 
обратна осмоза за "омекотяване".





1. Хемоглобин Автоматично отчитане с апарат 
"Digicell-500"
2. Хематокрит Центрофужен принцип
3. Тромбоцити Електронен метод с апарат 
'ThrombocelMOOO" на фирмата 
Contraves
4. У рея Уреен тест Н-1 -
Н.Николчев,модификация (в плазма) 
П. Чанкова
5. Креатинин Jaffe-Folin | (в плазма)
6. Калий Пламъков фотометър “FLM-3 
Radiometer“
7. Натрий Пламъков фотометър “FLM-3 
Radiometer"
8. Общ белтък Автоматично определяне на RA-1000 
“Technicon", биуретов метод
9. A SAT Автоматично определяне на RA-1000 
‘Тechnicon", с тест Boehringer
10. ALAT Автоматично определяне на RA-1000 
'Тechnicon", с тест Boehringer
11. Глюкоза Г люкозо-оксидазен метод с 
електродно отчитане (електрод на 
Кларк)
Средната продължителност на ХД беше 10 1/2 - 12 
часа седмично.Хепаринизацията беше осъществявана 
чрез еднократно приложение на хепарин в началото на 
диализата.
1.2.6. Метод на приложение на rHuEpo
Работихме с препарат на фирмата Boehringer за 
подкожно приложение,което се извършваше 10 минути 
преди включване на ХД, подкожно, в параумбиликалната 
област.Началната дозировка на rHuEpo беше 20 U/kg 
оптимално тегло.
При липса на терапевтичен отговор дозата беше 
повишавана с по 20 U/kg до постигане на хематокрит 
0,30-0,35 ,респ. хемоглобин 115 д/1,след което лечението 
продължаваше с редуцирана наполовина доза на 
еритропоетина.
1.3.ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ИЗСЛЕДВАНИЯ IN VIVO 
ВЪРХУ ЖИВОТНИ.
Експерименталните изследвания са проведени върху 
20 мъжки мишки порода Swis и 74 мъжки плъха порода 
Wistar с тегло между 150 и 200 gr.
1.3.1.Експериментални изследвания върху мишки.
Изследвано беше влянието на диализен разтвор, 
получен от Cu-мембрана, върху тромбоцитопоезата на 
мишки чрез изследване на промените в броя на 
тромбоцитите и % включен 75-Se-M в новообразуваните 
тромбоцити.Изследването се провеждаше аналогично 
на описаното определяне на плазмената ТПА по двата 
метода,като вместо плазма се инжектираше диализен 
разтвор.По този начин бяха третирани две групи по 10 
мишки в продължение на два дни:на първата група беше 
инжектиран входящ диализен разтвор (водно- 
електролитен разтвор,съдържащ ацетат,с осмоларитет 
равен на осмоларитета на кръвта),а на втората група - 
отработен диализен разтвор (взет от първите 20 литра 
диализат,събрани след включването на болния на ХД). 
След това,по описания вече начин, 72 часа след 
инжектирането на изотопа,се определяха % включен 75- 
Se-M в новообразуваните тромбоцити и общия брой на 
тромбоцитите.
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1.3.2.Експериментални изследвания върху плъхове.
Изследвани бяха промените в МКЦ на костния мозък 
у плъхове,настъпващи под въздействието на различни 
вещества от плазмата на болни с терминална ХБН преди 
и след ХД,входящ и отработен диализен 
разтвор,еритропоетин,бидестилирана вода.(табл.4).











IV гр. 7 Отработен диализат от целулозо- 
ацетатна мембрана
V гр. 7 Отработен диализат от 
купрофанова мембрана
VI гр. 8
а) Отработен диализат от 
целулозо-ацетатна мембрана
б) Отработен диализат + Еро
VII гр. 8 Плазма от болните,взета преди 
ХД
VIII гр. 8 Плазма от болните,взета след ХД
IX гр. 8 Входящ диализат
Т
Прилаганият Еро беше на фирмата Boehringer за 
подкожно приложение и беше дозиран по 40 U/kg тегло 
през ден.
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Отработеният диализат беше вземан от първите 20 
литра напускащ диализатора разтвор след началото на 
хемодиализната процедура, и беше инжектиран 
подкожно по 1 ml през ден. Изследваният отработен ХД- 
разствор от СА-мембрана е получен при ХД на 8 болни с 
терминална ХБН на ХД, нелекувани с Еро, и с него са 
третирани съответно 7 плъха от експериментална група 
IV и 8 плъха от експериментална група VI. 
Експерименталните животни от VI група бяха третирани 
с отработен диализен разтвор,както преди да започне 
приложението на Еро, така и по време на самото му 
приложение.
Костният мозък беше вземан от бедрената кост на 
плъховете. От кръв,взета при декапитация беше 
определян броя на тромбоцитите и бяха приготвяни 
препаратите за микроскопско изследване. 
Оцветяването, по Папенхайм-за препаратите от костен 
мозък и по Гимза - за препаратите от периферната 
кръв,беше извършено в лабораторията на катедрата по 
физиология. Микроскопирането беше осъществено на 
микроскоп Laboval-4 при увеличение 400 х за обща 
оценка и 1200 х за изследване на цитоморфологията на 
костния мозък.Препаратите от костния мозък,както 
итези от периферната кръв,са описани от доц. Е. 
Дянков, кмн, ръководител катедра Детски болести, 
хематолог, при анонимност на изследваните групи 
експериментални животни. Броят на тромбоцитите в 
периферната кръв беше определян по електронния 
метод с апарат Thrombocell-1000 (централна клинична 
лаборатория наУКБ).
1.4.СТАТИСТИЧЕСКА ОБРАБОТКА НА 
ПОЛУЧЕНИТЕ РЕЗУЛТАТИ
Получените резултати бяха обработени 
статистически с помощта на вариационния, 
корелационния и регресионния анализи.Средните 
аритметични бяха сравнявани с теста на Student-Fisher 
(Сепетлиев-1972),а разликите - приемани за достоверни 
при р<0.05.
2.РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ
2.1 .ПЛАЗМЕНА ТРОМБОЦИТОПОЕТИНОВА 
АКТИВНОСТ ПРИ БОЛНИ С ХРОНИЧНА БЪБРЕЧНА 
НЕДОСТАТЪЧНОСТ,ЛЕКУВАНИ КОНСЕРВАТИВНО.
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2.1.1 .Ниво на плазмената ТПА
Резултатите,получени при изследването на 34 болни с 
ХБН,лекувани консервативно са представени на фиг.6 и 
фиг.7.
Плазмената ТПА,изследвана по двата метода се 
оказва значимо (р<0.001) понижена в сравнение с 
клинично здравите.
Включването на 75-Se-M в новообразуваните 
тромбоцити и общия брой на тромбоцититте на 
реципиентите, получени под вличние на плазма от болни 
с ХБН, са значимо по-ниски от спонтанните стойности 
на процента, включен в 75-Se-M и общ брой на 
тромбоцитите на реципиентите.
Тези резултати показват, че тромбоцитопоезата на 
животните-реципиенти е потисната от изследваната 
уремична плазма. Този ефект би могъл да се дължи на 
повишени плазмени нива на познатите негативни 
регулатори на тромбоцитопоезата или на натрупване на 
„уремични токсини“ в плазмата на болните с ХБН с 


























Клинично БОЛЛ1СХБН. Клони.» ЬолшсХБН.
здр«Ви лекувани здрави лекувани
компроли консервативно контроли консервативно
фиг.6. и фиг.7 Тромбоцитопоетинова активност в плазма 
от клинично здрави лица и болни с ХБН,лекувани
консервативно.■:{Х ± Sx)
13
Не може да се изключи и понижен синтез на основния 
стимулиращ тромбоцитопоезата фактор - ТП, който се 
образува главно в бъбреците, тъй като 
функциониращият бъбречен паренхим при ХБН е 
значително редуциран.
2.1.2.Степента на ХБН и плазмената ТПА. 
Проследяването на процента, включен в 75-Se-M в 
новообразуваните тромбоцити, както и на общия брой 
на тромбоцитите на реципиентите при пациентите с 
различна степен ХБН показа наличието на отрицателна 
корелационна зависимост между степента на ХБН и 
двата изследвани показателя.
Коефициентът на корелация е r=-0.99u0.01,a 
коефициентът на детерминация,който показва в каква 
степен плазмената ТПА зависи от степента на ХБН е 
D-97% Регресията на нивото на плазмената ТПА е 
представена чрез два математически модела: 
у = 1.11-0.5х и у = 128.11 + 28.4х - 8х2 
където х е степента на ХБН,а у-плазмената 
ТПА,определена по двата метода :за първият модел у=% 
включен 75-Se-M в новообразуваните тромбоцити,а за 
втория модел у=брой на тромбоцитите на реципиентите 
х 109 /I при конкретен болен със съответната степен ХБН.
Описаната корелационна зависимост най-вероятно 
отразява главно натрупването на вещества с негативен 
ефект върху тромбоцитопоезата в уремичната плазма, 
което нараства с прогресиращото отпадане на 
очистващата бъбречна функция.
Значимо по-ниски са включването на 75-Se-M в 
новообразуваните тромбоцити и общия брой на 
тромбоцитите на реципиентите под въздействието на 
плазма от болни още при първа степен ХБН - фиг. 8 и 9.
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% 75-Se-M
здраВи ХБН здраОи ХБН
контроли контроли
фиг.8. и фиг.9. Тромбоцитопоетинова активност, 
определена в плазма от клинично здрави лица и болни с / ст.
ХБн(х  ± Sx)
2.1.3.0сновното заболяване,довело до ХБН и 
плазмената тромбоцитопоетинова активност.
Не се установяват значими различия в нивото на 
плазмената ТПА при пациентите с различни бъбречни 
заболявания,довели до ХБН.
Липсата на зависимост между основното заболяване, 
довело до ХБН и ТПА би могла да се обясни с 
предположението, че при наличие на ХБН, 
патологичните изменения в бъбреците, са вече твърде 
напреднали, а екскреторната функция на бъбреците 
значително редуцирана.
2.1.4.Някои ехографски данни за бъбреците и 
ТПА
Ние не установихме наличие на зависимост между 
средния надлъжен размер на бъбреците,определен 
ехографски, и плазмената ТПА при пациентите с 
ХБН,лекувани консервативно.
Нивото на плазмената ТПА не се различава при 
болните с ХБН с предимно паренхимни и предимно 
съдови увреждания на бъбреците.
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2.2.ПЛАЗМЕНАТА ТПА ПРИ БОЛНИ С 
ТЕРМИНАЛНА ХБН НА ХД.
2.2.1.Плазмена ТПА преди ХД
фиг.14. и фиг.15. Тромбоцитопоетинова активност в 
плазма от клинично здрави лица и болни с терминална ХБН на
ХД,изследвани преди процедурата [х ± S x ) .
Както се вижда от фиг. 14 и фиг.15, плазмената ТПА 
при болните с терминална ХБН е значимо по-ниска в 













Преди ХД След ХД
фиг. 18. и фиг. 19. Тромбоцитопоетинова активност в 
плазма от болни с терминална ХБН на ХД преди и след
процедурата (х ± £дг).
Понижението на плазмената ТПА при болните с 
терминална ХБН на ХД в сравнение с лекуваните
I()
консервативно болни (р<0.01; р<0.02) съответствува на 
новия етап в прогресирането на ХБН,респективно на 
новата,по-висока степен на отпадане на екскреторната 
функция на бъбреците и на по-високата степен на 
натрупване на инхибитори на тромбоцитопоезата в 
уремичната плазма.
2.2.2. Влияние на хемодиализната процедура 
върху плазмената ТПА.
В резултат на хемодиализната процедура, 
плазмената тромбоцитопоетинова активност при 
болните с терминална ХБН се повишава значимо (фиг.18 
и фиг.19).,но не достига нивото при клинично здравите 
лица (фиг.20 и фиг.21).
Фиг.20. и фиг.21. Тромбоцитопоетинова активност в 
плазма от клинично здрави лица,болни с ХБН,лекувани 
консервативно и болни с терминална ХБН на ХД,след
процедурата ( v ± Sx) * - р<.0.001
Повишаването на плазмената ТПА след ХД не се 
дължи на хемоконцентрация ,нито на понижаване броя 
на тромбоцититте в периферната кръв на диализираните 
пациенти - табл. 10.
Най-вероятно причината за повишението на ТПА след 
ХД е комплексна и включва интрадиализна продукция на 
цитокини и очистване на уремичната плазма от 
вещества с негативен ефект върху тромбоцитопоезата.
Интрадиализна продукция на различни цитокини е 
доказана от много автори. В случая представлява
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интерес специално интрадиализната продукция на ИЛ-6 
при пациентите с терминална ХБН.диализирани с 
купрофанови мембрани и с ацетатен диализен разтвор 
(каквито са изследваните от нас пациенти).както е 
известно от редица публикации,ИЛ-6 стимулира 
матурацията на МкЦ и този негов ефект наподобява 
основния ефект на тромбоцитопоетина (Ishibashi et al.- 
1989;Asano et al.-1990;Naaasava et al.-1990;Mei and 
Burstein-1991;Kimura et aL-1990;Leven and Rodriges- 
1991;McDonald et al.-1991).
При инкубиране на цялостна кръв с фрагменти от 
купрофанова мембрана,се установяват повишени 
плазмени нива на ИЛ-6 .ефект медииран от 
активираната комплементна система.
Мононуклеарните клетки от периферната кръв на 
диализирани с купрофанова мембрана пациенти с 
терминална ХБН продуцират по-големи количества ИЛ-6 
в сравнение с контролите и диализираните с РММА- 
мембрани (Memoli et al.-1992).
Напоследък беше установено,че диализният 
разтвор,поради контаминация с ендотоксин или когато 
съдържа ацетат.също може да индуцира повишен 
синтез и освобождаване на ИЛ-6 по време на ХД (Pertosa 
et al.-1993;Shen et al.-1993).
През 1993 г. беше установено,че TNF-a повишава 
чувствителността на мононуклеарните клетки към 
липополизахаридна стимулация (респ. контаминация с 
ендотоксин) (Strokov et а1.-1993).При ХД с купрофанова 
мембрана се индуцира продукция на TNF-a още на 
петата минута от началото на процедурата (Urena et al.- 
1992;Pertosa et al.-1993;Pereira and Dinarello-1993).
При изследваните от нас пациенти са налице и двете 
условия,предизвикващи интрадиализна продукция на 
ИЛ-6: купрофанова диализна мембрана и ацетатен 
нестерилен диализен разтвор.
Предвид цитираните публикации,ние смятаме,че 
повишението на плазмената ТПА при болни с 
терминална ХБН след ХД би могло да се дължи в 
известна степен и на наслояване позитивния ефект на 







През 1989 г. Defwfche и съавтори (1989) в своите 
изследвания in vitro установяват потискане на 
хемопоезата от уремична плазма : потискат се т трипге 
вида колонии-еритроидт,гранулоцитмо-макрофагеални 
и мегакарисцитни.Авторите отбелязват също,че ХД. не 
премахва напълно този ефект,както и че в половината от 
опитите с мегакариоцитните колонии резултатите са 
противоречиви.
Ние не установихме публикувани директни, 
доказателства за възможността да бъдат очиствани 
чрез ХД веществата,блокиращи тромбоцитопоезата от 
кръвта на пациентите с терминална ХБН.
Тъй-като ние смятаме тази възможност за твърде 
вероятна,осъществихме няколко опитни постановки с 
плъхове и мишки, за да изследваме влиянието на 
диализабилни вещества от плазмата на болни с 
терминална ХБН върху тромбоцитопоезата' in vivo.
2.3.. ВЛИЯНИЕ НА ДИАЛИЗАБИЛНИ! ВЕЩЕСТВА 
ОТ УРЕМИЧНА ПЛАЗМА ВЪРХУ ТРОМБОЦИТО­
ПОЕЗАТА В ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ УСЛОВИЯ М  
VJVO.
2.3.1. Експериментално изследване влиянието на 
уремична плазма преди и след ХД върху 
тромбоцитопоезата.
Ние изследвахме промените в МКЦ на костния мозък; 
и тромбоцитите от ‘ периферната кръв на опитните 
животни под влияние на плазма от болни: с терминална 
ХБН преди ХД и установихме:
-наличие на МКЦ с по-малки размери: от средните, в 
контролната група
-блокиране на матурашинта на !ЖЦ на ниво. IMHII! - 
табл.14
-ниско плеидно ниво на МКЦ
-тромбоцити с по-малки размери от средните ® 
контролната група (микротромбоадши|
Въз основа на описаните резултати, ние допускаме, че 
плазмата на болните с терминална ХБН потиска 
директно тромбоцитопоезата in vivo у опитни плъхове.
Плазмата спг същите болни,,очистена по време на ХД, 
запазва в известна,но значително по-ниска стелещ, 
потискащия си ефект върху тромбоцитопоезата на 
□потните плъхове. Размерите на Ущ а костни»; шшк на
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плъховете,третирани с уремична плазма след ХД са като 
тези на МКЦ при контролната група.а блокиране 
прехода на М-Ill в М-iV не се установява. Но плоидното 
ниво на МКЦ в костния мозък на третираните с 
уремична плазма след ХД плъхове остава ниско и 
размерите на тромбоцитите от периферната кръв са по- 
малки от тези в контролната група. Това показва,че 
очистването на уремичната плазма не е пълно.
Табл. 14. Наличие на уремични субстанции, потискащи 
мегакариоцитната матурация в плазмата на болни с 
терминална ХБН, и възможност за очистването им чрез 
хемодиализа______________________________________________













соо•Исосоd 0.38 ±0.18 0.83 + 0.31 1 : 3 - p.N.S.
2 : 3 - p.N.S.
М II 13.13 ±3.00 13.63 ±2.24 21.00 ±2.66
1 : 3 -  p.N.S. 
о = 35.10% 
2 :3-p.N.S. 
,S = 37.48%
М III 73.25 ± 2.30 56.00 + 1.91 49.83 ±2.24
1 : 2 - p<0.001
1 : 3 - p<0.001 
2 : 3 - p.N.S.
М IV 13.25 ±2.16 30.00 ±1.52 28.33 ±2.91
1 : 2 - p<0.001
1 : 3 -  p<0.01 




462.88 ±54.6 580.5 ± 35.2 632 ± 52.35
Нашите резултати подсказват наличие на вещества с 
негативен ефект върху тромбоцитопоезата в 
уремичната плазма, които частично се елиминират чро
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ХД С тези изследвания,ние за първи път, in vivo, 
потвърждаваме получените in vitro резултати от Delwiche 
и съавтори (1989) според които уремичната плазма 
съдържа вещества инхибиращи хемопоезата (вкл. и 
тромбоцитопоезата) in vitro.
Споменатите субстанции с негативен ефект върху 
тромбоцитопоезата.частично елиминирани чрез ХД от 
плазмата на болните с терминална ХБН,би следвало да 
попаднат в така наречения "отработен" диализен 
разтвор.До сега не е изследвано неговото влияние върху 
тромбоцитопоезата. Поради това ние осъществихме 
експериментално изследване на влиянието му върху нея.
2.3.2.Влияние на отработения диализен разтвор 
върху тромбоцитопоезата на опитни животни in 
vivo.
% 75-Se-M 1.980:0.13 ThrxKf'l
диализат диализат диализат диализат
фиг.44. и фиг.45. Влияние на отработения диализен 
разтвор върху тромбоцитопоезата in vivo у мишки:вклк>чване 
на 75-Se-M в новообразуваните тромбоцити и промени в
общия брой на тромбоцитите ( х + S x ) .
Ние установяваме,че под влияние на отработения 
диализен разтвор.съдържащ част от "уремичните 
токсини"очиствани чрез ХД.в МКЦ на костния мозък на
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опитните плъхове дастъгват промени,идентични с тези 
при третиране с уремична плазма преди ХД.
Под влияние на отработен диализен разтвор намалява 
включването на 75-Se-M в новообразуваните 
тромбоцити, както и общия брой на тромбоцитите в 
периферната кръв на опитните мишки (фиг.44 и фиг.45).
С описаните резултати,ние предоставяме директни 
доказателства за възможността,чрез ХД,от плазмата на 
'болните с терминална ХБН, да бъдат извлечени 
вещества, повлияващи негативно тромбоцитопоезата in 
vivo при опитни животни.
(Интересни са получените от нас резултати за 
възможностите на най-често използвуваните ХД- 
мембрани - купрофанова ш  целулозсьацетатна_ - да 
очистват плазмата ма балните с терминална ХБН от 
веществата,'потискащи матурацията на МКЦ.Те са 
представени в табл.15.
[Ние установяваме ,че и с двете мембрани се 
осъществява очистване на плазмата от споменатите 
вещества,мо с целулозо-ацетатната мембрана 
очистването им е по+пълно.Както се вижда от таблица 
15р целулозоацетатдата мембрана,от плазмата на 
болните с терминална ХБН са очистени вещества,които 
потискат матурацията на МКЦ в същата степен както 
уремичната плазма .преди ХД.
С описаните експериментални изследвания, ние 
доказваме наличието да вещества,повлияващи 
[неблагоприятно тромбоцитопоезата,в плазмата на 
болните с терминална ХБН,както и възможността част 
от тях да бъдат елиминирани чрез ХД.
ТЦредвид посочените резултати от експерименталните 
изследвания,'.изглежда твърде вероятно,очистването на 
тези [вещества от уремичната плазма чрез ХД,да 
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АКТИВНОСТ ПРИ БОЛНИ С ТЕРМИНАЛНА 
ХРОНИЧНА БЪБРЕЧНА НЕДОСТАТЪЧНОСТ НА 
ХЕМОДИАЛИЗА^УЕКУВАНИ С ЕРИТРОПОЕТИН.
В достъпната ни литература не намерихме данни за 
влиянието на Еритропоетина върху плазмената ТПА при 
лекуваните пациентите с терминална ХБН.Получените от 
нас резултати са представени на фиг.22 и фиг.23.
Ние установяваме.че плазмената ТПА, изследвана 
трети ХД ,при лекуваните с Еро болни с терминална ХБН 
на ХД е значимо по-висока в сравнение с тази при 
нелекуванитге болни и достига нивото при болните с 









групв бални е терминална
активност в 
ХБН на ХД -
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•.лч u
1 026 0.04 1.076-0.004
Фнг24. и фиг25. Тромбоцитпоеп 
плазмата на болни сХБЦлекуваниконсерваттношбаняше
терминална ХБН на ХДлекуванн с Еритропоетин ((х i _
След ХД плазмената ТПА се гювишава^далопичда т 
описаното за нелекуваните с Еро болни с терминална 
ХБН ,но не достига нивото при клинично здрашпте лмда..
Ние не установяваме значима разлика в нивото да 
плазмената ТПА при лекуваните с Еро в т|хвдьАжвние m 
би 12 месеца.
Причината за повишаването на плазмената ТПА игри 
лекуваните с Еро болни с терминална ХБН на ХМ най- 
вероятно е комплексна и включва:
а) Наличие на поблаго1пр1И1Яппни |шпя за 
осъществяване на мегакармю114Мпго1гюезата в ншяппншя 
мозък на лекуваните с Еро шанрен™,,свързани <с 
микрообкръжението на хемопоешчните клети,, внт..слг 
мегакариоцитния реяпредачд вазотршииферацрта в 
костния мозък под влияние на Еро picOusteey ett alL- 
1972;MeCuskey and Meineke-1977).
б) Благоприятен ефект върху тгромбошртштшезата <отг 
повишаването на количеството Т-холтиерни лшдфаящтш в 
хода на лечението с Еро. Повишаването на Т-хетерншто 
лимфоцити е установено от tfsaftonnii m  сшаштарш 
(1992).Съгласно литературните данни,, Т-Л1шмфшц»игтгата, 
респективно Т-хелперше. оказват стшпулшрашщп)
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въздействие върху тромбоцитопоезата (Geissler et al.- 
1986;Hamaguchi et al.-1990).
в) Приоавяне на ефекта от повишената продукция 
на цитокини върху тромбоцитопоезата. Повишението на 
продукцията на цитокини е израз на положително 
повлияване на имунните нарушения при болните с 
терминална ХБН в хода на лечението с Еро.
Установено е, че корекцията на анемията при болнитз 
с терминална ХБН на ХД,повлиява благоприятно 
нарушените функции на имунната система и води до 
увеличаване секрецията на ИЛ-3 и ИЛ-6 (Gafter- 
1993).Chen и Liao (1993) установяват при болни с ХБН на 
ХД,лекувани с Еро,повишено ниво на експресия на т- 
РНК за ИЛ-б.Както е известно ИЛ-3 повлиява 
пролиферацията и диференциацията на 
мегакариоцитните предшественициПЗпсюеН and 
Hoffmann-1990;Olofson-1991;Bruno et al-1991),a ИЛ-6 има 
стимулиращ матурацията на МКЦ ефект (Nagasava et 
al.-1990).
г) Би могла да се обсъди и евентуална
фармакологична интерференция на ефекта на Еро върху 
тромбоцитопоезата на животните"-
реципиенти.доколкото при лекуваните пациенти 
неговото плазмено ниво е по-високо в сравнениие с това 
при нелекуваните.
Както е известно от литературните данни,Еро влияе 
върху тромбоцитопоезата по различни механизми:
-Директно:чрез разположените върху всеки МКЦ 6500 
рецептори с висок афинитет за Еро (Frazer et al.- 
1989),които при свързването си с Еро подпомагат 
матурацията на МКЦ (Dresch-1990;Yoshiaa et al.-1992).
-Индиректно:чрез стимулиране освобождаването на 
други фактори,стимулиращи тромбоцитопоезата 
(Berridge ei al.-1988;Horina et al.-1991).
-Чрез компетитивност на взаимоотношенията между 
мегакариоцитния и еритроидния ред (Cullen ana 
McDonald-1989;Rolovic et al.-1990;McDonald et al.-1992).
В литературата са публикувани изследванията на 
различни автори относно влиянието на Еро върху 
тромбоцитопоезата:в течни костно-мозъчни култури 
(Burstein and lshibashi-1989;Tu and Zhang-1990),в култури 
от изолирани МКЦ (Berridge et al.-1988),върху мишки
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(McDonald,Cottrell et al.-1987;Tsukada et al.-1990;Shikama 
et al.-19921,върху плъхове (Berridge et al.-1988;Yonemura et 
al.-1992).Стимулиращият ефект на Еро върху
тромбоцитопоезата се приема от всички посочени 
автори.
Цитираните по-горе автори изследват влиянието на 
Еро върху опитни животни с нормална
тромбоцитопоеза.До сега не е изследвано влиянието на 
Е.ро върху опитни животни с потисната
тромбоцитопоеза. Поради това,ние осъществихме
няколко опитни постановки,чрез които изследваме in 
vivo влиянието на Еро върху потисната от диализабилни 
вещества тромбоцитопоеза.
2.5.ВЛИЯНИЕ НА ЕРИТРОПОЕТИНА ВЪРХУ 
НОРМАЛНА И ПОТИСНАТА ОТ УРЕМИЧНИ 
ДИАЛИЗАБИЛНИ ВЕЩЕСТВА 
ТРОМБОЦИТОПОЕЗА.
2.5.1.Влияние на Еро върху нормална
тромбоцитопоеза in vivo при плъхове
При приложение на Еро,в костния мозък на опитните 
животни с нормална тромбоцитопоеза,настъпват 
промени,които се отнасят за еритропоезата.но и за 
мегакариоцитопоезата.Нашите резултати показват,че 
мегакариоцитния ред реагира по-рано от еритроидния 
на стимулиращото въздействие на Еро.Показателно за 
това е съотношението между миелоидния,еритроидния и 
мегакариоцитния ред в костния мозък.На 7-мия ден от 
приложението на Еро не се променя количеството на 
клетките от м^лоидния и еритроидния ред, но значимо 
се увеличава относителния дял на МКЦ.На 14-тия ден от 
приложението на Еро ние установяваме експанзивно 
разрастване на еритроидния ред,както и значително 
разрастване на мегакариоцитния ред.Съотношението 
миело-: еритро-: МКЦ-поеза е както следва:
-в контролната група - 77 : 22.64 : 0.36 
-третирани с Еро 7 дни - 77 : 22.49 : 0.51 
-третирани с Еро 14 дни- 45.87 : 53 :1.13 
При проследяване на МКЦ в костния мозък и 
тромбоцитите в периферната кръв на третираните с Еро 
опитни плъхове се установяват следните промени:
а)Увеличава се целуларитета на костния 
мозък, увеличава се броят на МКЦ на 1000
2*
миелокариоцитаТова се установява както при 
третираните 7 дни,така и при третираните 14 дни с Еро 
гошхове (фиг.46„фиг.47)_
ши
на MQO яяиелокариоцита в 
та плъхове, третирани с Еро 7 дни и 14 дни
При 14 дневно третиране на опитните животни с 
Бю,.увеличението да броя да МКЦ е по-изразено. 
Тъйнкато МКЦ са клетки,които не се делят,установеното 
от дас увтидаване на броя им в костния мозък под 
шшшдае да Еро означава,че е налице стимулиране на 
1иршшферй11даша и диференциацията на 
1мегакашпщи1пн1ипге трекурсори.
^Установява се по-високо плоидно ниво на МКЦ в 
шетшя мозък да опитните животни при 14 дневно 
1Пршшн«ЕШЕ да Еро.
йРЙ&лНодава се 'увеличаване размерите на МКЦ в 
ншягмш яшзш „ в сравнение с тези да МКц а
114,днеано [приложение да Еро. 
[щфш$ерната кръв да опитните
жшшшшп,,третирани с Еро 14 дни се установяват
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тромбоцити с диаметър 5-бшкш (срещу 23.5 тйши в 
контролната група)- т.а макротромбоцити.
Описаните промени са в подкрепа на становището,, че 
Еро стимулира и късната матурационна фаза на 
тромбоцитопоезата.
2.5.2.Влияние на Еро върху погасната от 
диализабилни вещества тромбоцитопоеза
За да постигнем ефект на потискане на 
тромбоцитопоезата на опитните плъховете бяха 
третирани в продължение на 7 дни с отработен диализен 
разтвор,а след това прилагахме едновременно Еро и 
отработен диализен разтвор още 7 д ни.
Получените резултати при изследването ефекта на 
Еро върху потисната от уремични диализабишш 
вещества тромбоцитопоеза на шстрщ/яенташи! 
животни са твърде интересни:
- При потисната от уремични диализабилни вещества 
тромбоцитопоеза увеличаването на размерите на ИИСЦ 
се установява не на 14-тия„а още на /-мия ден <шг 
приложението на Еро.
- Изразената полиплоицдоя с преобладаване на 32®й- 
МКЦ се установява също още на 7-шш дан (вместо на 
14-я - както е при опитните животпни с нормална 
тромбоцитопоеза)
- Увеличението на броя на МКЦ на 1000 
миелокариоцита в костния мозък е по-щразено в 
сравнение с това при плъховете с нормална 
тромбоцитопоеза;третирани с Еро 7 дай (фиг.. 49 п фиг.. 
50).
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Отработен Отработен 7 дни Еро Отработен
диализат диализат+Еро диализат+7 дни
Еро
фиг 49 и фиг. 50. Мегакариоцити на 1000 миелокариоцита в 
костния мозък на плъхове, третирани с отработен диализен
разтвор и отработен диализен разтвор +Еро (.v ± S x ) .
Посочените резултати ни дават основание да 
приемем, че потиснатата от диализабилни уремични 
субстанции тромбоцитопоеза е по-чувствителна към 
стимулиращия ефект на Еро в сравнение с нормалната 
тромбоцитопоеза.
Ние не бихме могли с достатъчно сигурност да посочим 
причините за тази повишена чувствителност.
Съществуват експериментални данни за усилване на 
ефекта на екзогенен Еро върху еритропоезата в условия 
на следрезерпинов адренергичен блок,за което се 
предполага ,че се дължи или на очувствяване на 
рецепторите за Еро или на очувствяване на beta-1 - 
адренергичните рецептори (Ганчев-1989).Предвид
посочените данни,не бихме могли да изключим 
възможността инхибирането на тромбоцитопоезата да е 
свързано с очувствяване на рецепторите за 
Еро,разположени върху МКЦ.
Съществуват литературни данни за това,че под 
влияние на Еро се увеличават мембранните beta-2 
рецептори на еритроидните клетки и то няколко пъти
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(Sytkowsky and Kessler-1984).В достъпната ни литература 
не срещнахме данни за аналогично 
изследване,отнасящо се за beta-1 адренергичните 
рецептори, разположени върху МКЦ и техните 
прекурсорни клетки,в хода на лечението с 
Ьритропоетин.Такова изследване би представлявало 
безспорен интерес от гледна точка на описаните от нас 
резултати,тьй-като тромбоцитопоезата е beta-1 
ад^енергично зависим процес (Негрев-1987,Ганчев-
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IV. изводи
1. Плазмената ТПА при болните с ХБН е значимо по- 
ниска в сравнение с тази при клинично здрави лица.
а) Установява се отрицателна корелационна 
зависимост между степента на ХБН и нивото на 
плазмената ТПА. Значимо понижение на плазмената 
ТПА се установява още при I степен ХБН. Ето защо 
приемаме, че плазмената ТПА може да се използва като 
ранен диагностичен критерий за увреждане на 
бъбречната функция.
б) Не се установява корелационна зависимост между 
плазмената ТПА и етиологията на основното бъбречно 
заболяване, довело до ХБН.
в) Липсва корелационна връзка между плазмената 
ТПА и средния надлъжен размер на • бъбреците, 
определен ехографски.
2. В резултат на хемодиализната процедура 
плазмената ТПА се повишава значимо, без да достига 
нивото при клинично здравите.
З.При хемодиализа от уремичната плазма в 
отработения диализен разтвор преминават вещества с 
експериментално доказан негативен ефект върху 
тромбоцитопоезата на опитни животни.
4.Целулозо-ацетатната диализна мембрана осигурява 
по-пълно очистване на уремичната плазма от 
веществата с негативен ефект върху 
тромбоцитопоезата в сравнение с купрофановата 
мембрана. Поради това диализаторите с целулозо- 
ацетатна мембрана би трябвало да бъдат предпочитани 
в клиничната практика пред тези с купрофанова
мембрана (особено при пациенти с нарушения в 
тромбоцитопоезата).
5. В хода на лечението с рекомбинантен човешки 
еритропоетин. плазмената ТПА при болните с 
терминална ХБН на ХД се повишава значимо.Това дава 
основание да се обсъжда възможността за започване на 
лечение с еритропоетин в преддиализния период при 
пациенти с ХБН и тромбопения.
6. В експериментални условия in vivo, рекомби- 
нантният човешки еритропоетин стимулира както 
нормалната, така и потиснатата от уремични 
диализабилни вещества тромбоцитопоеза. Стиму­
лиращият ефект на еритропоетина се проявява по-рано 
при експерименталните животни с потисната 
тромбоцитопоеза.
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VI. СПРАВКА ЗА ПРИНОСИТЕ НА 
ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД
1. Установява се значимо по-ниска плазмена 
тромбоцитопоетинова активност при болните с ХБН в 
сравнение с клинично здрави лица.Промяната на този 
показател още при I ст.ХБН позволява той да бъде 
използван като ранен диагностичен критерий за 
увреждане на бъбречната функция.
2. Експериментално се установява наличието на 
вещества с негативен ефект върху 
тромбоцитопоезата в уремичната плазма, както и 
възможността те да бъдат очиствани чрез ХД.
3. Установява се, че с целулозо-ацетатната 
диализна мембрана се постига по-добро очистване на 
уремичната плазма от веществата с негативен ефект 
върху тромбоцитопоезата в сравнение с очистването 
с купрофанова мембрана.Този факт дава основание 
диализаторите с целулозо-ацетатна мембрана да 
бъдат предпочитани пред тези с купрофанова 
мембрана ( особено при пациенти с ХБН и
, тромбопения).
4. В експериментални условия in vivo се 
установява, че еритропоетинът стимулира както 
нормалната, така и потиснатата от диализабилни 
вещества тромбоцитопоеза,но при животните с 
потисната тромбоцитопоеза стимулиращият ефект се 
проявява по-рано.Това дава основание да се обсъжда 
започването на лечение с еритропоетин още в 
преддиализния период.
5. Установеното за първи път повишение на 
плазмената тромбоцитопоетинова активност в хода 
на лечението с еритропоетин показва значението му и
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за тромбоцитопоезата.Установяването на този факт е 
предпоставка за по-нататъшни изследвания, с които 
да се провери дали динамичното проследяване нивото 
на плазмената ТПА при лекуваните с Еро диализирани 
болни с ХБН, би могло да бъде критерий за 
своевременно коригиране дозировката на Еро с оглед 
предотвратяване на тромботичните усложнения.
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